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  چکیده
اي مولد آفلاتوکسین با شـمارش کپـک و مخمـر، شـمارش کلـی      ه حضور کپک آسپرژیلوس و ژندف از این پژوهش، بررسی رابطه احتمالی بین ه

آبـاد   هاي گناباد و فیض برداري از مناطق مختلف کشت پسته درشهرستان منظور نمونه بدین. هاي مزوفیل و درصد رطوبت در پسته خام بود میکرارگانیسم
کشت و با استفاده از محیط کشت پوتیتو هاي مبتنی برجنس آسپرژیلوس شناسایی و به کمک روش جدایه قارچی متعلق به 30در این تحقیق، . انجام شد

جهـت   Asp1/Asp2اي پلیمراز توسط جفت آغازگر اختصاصی شناسایی جنس آسپرژیلوس با استفاده از واکنش زنجیره. سازي شدند دکستروز آگار خالص
-APA-450/APAجفـت آغـازگر    3 هـاي دخیـل در مسـیر تولیـد آفلاتوکسـین توسـط      ژن ابیهمچنـین ردی ـ . انجام گردیـد  18S rRNAتکثیر ناحیه 

1482،ver1/ver2 و OMT-208/OMT-1232 نمونه حاوي ژن  12 جدایه قارچی، 30از میان . صورت گرفتomtA  نمونه حاوي ژن  4وver1  بودنـد .
ها یک یا دو ژن ساختاري دخیـل  نتایج بدست آمده نشان داد که هرچند بعضی از جدایه. مشاهده نشد aflRهاي قارچی ژن تنظیمی  یک از جدایهدر هیچ

جهـت بررسـی   . باشند، بصورت بالقوه قادر به تولید آفلاتوکسین نمیaflRدر مسیر بیوسنتز آفلاتوکسین را دارند ولی با توجه به عدم حضور ژن تنظیمی 
هاي آماري نشـان داد  نتایج بررسی. هاي مولد آفلاتوکسین در پسته، ضریب همبستگی محاسبه گردیدیلوس و ژنرابطه احتمالی بین حضور کپک آسپرژ

که بین حضور کپـک  ، در حالی)>05/0p(بر اساس دامنه رطوبت وجود دارد  omtAو  ver1هاي که همبستگی بالایی بین حضور کپک آسپرژیلوس و ژن
داري وجـود   هاي مزوفیل، رابطه معنیهاي مختلف شمارش کپک و مخمر و همچنین شمارش کلی میکروارگانیسمهاي مذکور در دامنهآسپرژیلوس و ژن

  .ندارد
  

  اي پلیمرازهاي مولد آفلاتوکسین، واکنش زنجیرهپسته، ژن سپرژیلوس، آفلاتوکسین،آ: کلیدي ياه هواژ
  

   4  123مقدمه
در میـان  . تـرین مغزهـاي درختـی اسـت    پسته یکـی از محبـوب  

هـاي مربـوط بـه گونـه     ، تنها میـوه 5هاي مختلف جنس پیستاسا گونه
با توجه به اندازه مطلوبی که دارند، بعنوان مغز خـوراکی   6آپیستاساورئه

). Shokraii and Esen, 1988(باشد کنندگان میمورد پسند مصرف
شود که در این کشت پسته در مناطق کویري و خشک ایران انجام می

اقتصادي براي تولید سـایر  مناطق میزان بارندگی بسیار ناچیز و از نظر 
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5 Pistacia 
6 Pistacia vera L. 

هاي اخیر درآمد ارزي در سال. باشدمحصولات کشاورزي مطلوب نمی
 10حاصل از صادرات پسته پس از نفـت قـرار گرفتـه اسـت و حـدود      

درصد از ارزش صادرات غیر نفتی مربوط به این محصول بـوده اسـت   
)Sedaghat, 2011 .(اساس آخرین آمار منتشرشده توسط سـازمان  بر

تـن، ایالـت    472097، ایـران بـا   )7فـائو (روبار و کشاورزي جهانی خوا
 74000تن، چین بـا   150000تن، ترکیه با  231000متحده آمریکا با 

 2012کننده بزرگ پسته در سـال  تن پنج تولید 57195تن و سوریه با 
  ).FAOSTAT, 2012(اند بوده

هـاي  هاي قارچ آسپرژیلوس و مایکوتوکسینآلودگی پسته به گونه
آن، مهمتــرین معضــل در زمینــه مصــرف و صــادرات ایــن محصــول 

کـه   8 هـا آفلاتوکسـین ). kabirian et al., 2011(شود محسوب می
هـاي  دهنـد، متابولیـت  ها را تشکیل مـی گروه بزرگی از مایکوتوکسین
زایی هستند که بطور عمده زایی و جهشثانویه با اثرات سمی، سرطان

                                                             
7 FAO 
8 Aflatoxin 
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ــه ــط گونــ ــاي  توســ  Aspergillusو  Aspergillus flavusهــ
parasiticus شوند تولید می)Calvo et al., 2002 .( همچنین برخی

، Aspergillus nomiusهــاي دیگـر آســپرژیلوس از جملـه   از گونـه 
Aspergillus pseudotamarii ،Aspergillus bombycis  و
Aspergillus ochraceoroseus انـد  مولد آفلاتوکسین گزارش شده

)Wen et al., 2004 .(ها در سطح وسیعی از مواد غذایی  آفلاتوکسین
و محصولات کشاورزي شامل ذرت، بادام زمینی، مغزهـاي درختـی و   

  ).Razzaghi et al. 2011(شوند مشاهده می هاي روغنیدانه
هـا توسـط عوامـل    هـا از جملـه آفلاتوکسـین   تولید مایکوتوکسین
ــی  ــر ویژگ ــف نظی ــارچ مختل ــی ق ــاي ژنتیک ــیط  ه ــد و مح ــاي مول ه

گیـرد  کننـد تحـت تـاثیر قـرار مـی     فیزیکوشیمیایی که در آن رشد می
در میـان عوامـل محیطـی مختلـف، درجـه      ). 1380علامه و رزاقـی،  (

ــد     ــوثر در تولی ــاي م ــرین فاکتوره ــبی مهمت ــت نس ــرارت و رطوب ح
تـا   28تولید بهینه آفلاتوکسین در دامنه دمایی . باشندآفلاتوکسین می

مطالعات انجـام  ). OBrian et al., 2007(گراد است سانتیدرجه  35
شده نشان داده که درجه حرارت و رطوبت نسـبی بهینـه بـراي تولیـد     

گـراد و  درجـه سـانتی   25-30ترتیب آفلاتوکسین در پسته و فندق، به
 .Diener and Davis 1967; Simsek et al(باشـند  می% 99-97

2002(.  
اي براي تولید، مصـرف و واردات  یژهبسیاري از کشورها مقررات و

مواد غذایی و دارویـی در جهـت مقابلـه بـا خطـرات جـدي ناشـی از        
اتحادیه اروپـا  ). 1380علامه و رزاقی، (اند ها وضع نمودهمایکوتوکسین

بـراي   ppb 8را مقـدار  B1حد مجاز براي آفلاتوکسین  2010در سال 
 European(، تعیـین نمـوده اسـت    ppb10هـا  مجموع آفلاتوکسـین 

Commission, 2010 .(     در ایالات متحده آمریکـا، مـواد غـذایی یـا
آفلاتوکسین داشته باشند، از نظـر قـانونی    ppb 20دارویی که بیش از

 ;Trial et al., 1995(اند براي فروش، واردات و صادرات ممنوع شده
Gourama and Bullerman, 1995.(  

ــز   ــذایی و نی ــواد غ ــت م ــابی کیفی ــور ارزی بررســی حضــور  بمنظ
زا امـري ضروریسـت   هـاي توکسـین  ها، شناسایی قـارچ مایکوتوکسین

)Suanthie et al., 2009 .(ها هاي مرسوم جهت تشخیص قارچروش
ــر اســاس روش کشــت و صــفات هــاي مبتنــی بــردر مــواد غــذایی ب

گیـر  میکروسکوپی، نیازمند کار آزمایشگاهی فشرده بوده و بسیار وقـت 
هـاي مولکـولی ماننـد    اخیراً روش). Shapira et al. 1996(باشند می

، بدلیل حساسیت بالا، اختصاصـی و  )PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره
هـاي  سریع بودن، تبدیل به یک ابـزار مقتـدر جهـت تشـخیص قـارچ     

  ).Konietzny and Greiner 2003(زا گردیده است توکسین
شناسـایی  هـا  هاي دخیل در بیوسنتز مایکوتوکسینبسیاري از ژن

توان می PCRاز روش . ها منتشر شده استآن DNAاند و توالی شده
هـاي  هاي مولد آفلاتوکسـین بـر پایـه ژن   براي تشخیص آسپرژیلوس

هـاي کلیـدي در   کننـده آنـزیم   کد) omtA و nor1، ver1( ساختاري
ــی   ــین و ژن تنظیم ــنتز آفلاتوکس ــیر بیوس ــود aflRمس ــتفاده نم ، اس

)Geisen, 1996; Shapira et al., 1996; Chen et al., 2002; 
Criseo et al., 2001.(  

هـا، هـدف از   با توجه به اهمیت اقتصادي و بهداشتی آفلاتوکسین
بـه جـنس    انجام این پژوهش شناسایی جدایـه هـاي قـارچی متعلـق    

هـاي دخیـل در مسـیر تولیـد آفلاتوکسـین      آسپرژیلوس و ردیابی ژن
پلیمـراز توسـط جفـت آغازگرهـاي     اي اسـتفاده از واکـنش زنجیـره     بـا 

اختصاصــی، همچنــین بررســی رابطــه احتمــالی بــین حضــور کپــک  
گیري شده  هاي مولد آفلاتوکسین با متغیرهاي اندازهآسپرژیلوس و ژن

هاي مزوفیل و شـمارش   میزان رطوبت پسته، شمارش میکروارگانیسم(
هـاي   آوري شده از شهرسـتان  هاي پسته جمع در نمونه) کپک و مخمر

  .آباد بود ناباد و فیضگ
  

  مواد و روش
  ها آوري نمونه جمع

نمونـه پسـته خـام متعلـق بـه منـاطق        30، 1392در شهریورماه 
آبـاد، طبـق روش    هاي گناباد و فیض مختلف کشت پسته در شهرستان

صـورت   برداري از مغزهاي درختی براي آزمون آفلاتوکسین و به نمونه
). 13534لـی ایـران، شـماره    اسـتاندارد م (آوري گردیـد   تصادفی جمـع 

بندي و پس از انتقال به  دار بسته هاي پلاستیکی زیپ ها در کیسه نمونه
  .آزمایشگاه، تا انجام آزمایش در یخچال نگهداري شدند

  
  گیري رطوبت اندازه

اسـاس   هاي پسته با اسـتفاده از روش حرارتـی و بـر    رطوبت نمونه
 95-100در دمـاي   ها قبل و بعد از خشک کـردن  اختلاف وزن نمونه

  ).218استاندارد ملی ایران، شماره (گراد تعیین گردید  درجه سانتی
  

 ها شمارش کلی میکروارگانیسم
هـا، از محـیط کشـت پلیـت      بمنظور شمارش کلی میکروارگانیسم

  .استفاده شد 5272طبق استاندارد ملی ایران، شماره  1کانت آگار
  

  ها و مخمرها شناسایی و شمارش کپک
ها و مخمرها با استفاده از محیط کشت یست گلـوکز   کپککشت 

گـذاري نتـایج    در پایان دوره گرمخانه. صورت گرفت 2کلرامفنیکل آگار
  در هر گرم از نمونه 3شمارش بصورت واحدهاي تشکیل دهنده پرگنه

ــا مشــاهده   شناســایی کپــک. گــزارش شــدند هــا در ســطح جــنس ب
                                                             
1 Plate Count Agar (PCA) 
2 Yeast Glucose Chloramphenicol (YGC) Agar 
3 CFU 
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اسـتاندارد ملـی   (شـد  اساس ساختمان کپک انجـام   میکروسکوپی و بر
  ).10899-2ایران، شمارة 

  
  اه سازي کپک خالص
هاي قـارچی بـا اسـتفاده از محـیط کشـت پوتیتـو        جدایهسازي  خالص

سـازي   خـالص ). Rahimi et al., 2008(انجـام شـد    1دکستروز آگـار 
هاي آسپرژیلوس برداشته شد و در  توسط آنس سوزنی استریل از جدایه

. نقطه دور از هم کشـت گردیـد   3آگار در  پلیت حاوي پوتیتو دکستروز
روز  7گـراد بـه مـدت     درجـه سـانتی   25ها در تاریکی در دمـاي   پلیت

  گذاري شدند گرمخانه
  

  DNAاستخراج 
از محـیط کشـت    DNAبمنظور رشد میسلیوم قارچی و استخراج 

گذاري درون انکوبـاتور   گرمخانه. استفاده گردید 2پوتیتو دکستروز براث
ــه 150(شــیکردار  ــه) دور در دقیق ــدت  ب ــاي  5م درجــه  28روز در دم

توده میسلیومی حاصل منجمد و توسط نیتـروژن  . گراد انجام شد سانتی
 ;Shapira et al., 1996(مایع تبـدیل بـه پـودر یکنـواختی گردیـد      

Rahimi et al., 2008 .( استخراجDNA  به روش کلاسیک، بر پایۀ
، )4دویل و دویل( CTAB3ها در معرض بافر استخراج  قرار دادن نمونه

الکـل و در نهایـت   ایزوآمیـل   / هاي آلی ماننـدکلروفرم تخلیص با حلال
 Konietzny and(ترسیب توسط ایزوپروپانول سرد صـورت گرفـت   

Greiner, 2003 .(DNA راد گ درجه سانتی -20هاي حاصل در فریزر
  . جهت استفاده در مراحل بعدي نگهداري شد

  
  اي پلیمرازواکنش زنجیره

اي پلیمراز با استفاده از یک جفت آغازگراختصاصی واکنش زنجیره
ــپرژیلوس  ــنس آسـ ــازگر  3و ) Asp1/Asp2(جـ ــت آغـ -APAجفـ

450/APA-1482، ver1/ver2 وOMT-208/OMT-1232 ) جدول
آفلاتوکسـین انجـام شـد    هـاي دخیـل در تولیـد    جهت ردیابی ژن) 1
)Shapira et al. 1996; Melchers et al. 1994.(   اجزاي واکنش

PCR  میکرولیتــر از هــر  5/0میکرولیتــر شــامل  25در حجــم نهــایی
میکرولیتـر   5/12الگـو،   DNAمیکرولیتر از 1آغازگر رفت و برگشت ، 

برنامـه  . میکرولیتر آب مقطر بـود  5/10و  PCRکیت رد مستر میکس 
راي مشاهده ب .آمده است 2اي پلیمراز در جدول زمانی واکنش زنجیره

اي پلیمراز، الکتروفورز با شدت ولتـاژ ثابـت   محصولات واکنش زنجیره
انجـام   5تـی بـی اي  و بافر % 1ساعت در ژل آگارز  1ولت به مدت  80

                                                             
1 Potato Dextrose Agar (PDA) 
2 Potato Dextrose Broth (PDB) 
3 Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
4 Doyle and Doyle 
5 TBE 

آمیزي شده توسط گـرین  رنگ DNAبرداري از قطعات  عکس. گردید
بـنفش  ، تحـت نـور مـاوراء   7، با استفاده از دستگاه ژل داکیومنت6ویوار

بـه همـراه آغازگرهـاي     PCRمحصـولات واکـنش    .صـورت گرفـت  
هاي مولد آفلاتوکسین بمنظور تعیین تـوالی بـه شـرکت    شناسایی ژن

طرفه قطعات مـورد نظـر   یابی یکماکروژن کره جنوبی ارسال و توالی
بدست آمده با اسـتفاده از   هايتوالی. زگرهاي رفت صورت گرفتبا آغا

ــوریتم  ــات    BLAST8الگ ــی اطلاع ــز مل ــاه ژن مرک ــود در پایگ موج
  .هاي موجود در بانک ژن مقایسه گردید با توالی 9بیوتکتولوژي

  
  ها تجزیه و تحلیل آماري داده

هاي دخیـل در   رابطه احتمالی بین حضور کپک آسپرژیلوس و ژن
شـمارش  (گیـري شـده    مسیر تولید آفلاتوکسین بـا متغیرهـاي انـدازه   

هاي مزوفیل، شمارش کپک و مخمر و میزان رطوبـت   میکروارگانیسم
و بـا   Minitab، توسط نرم افـزار  )3جدول (هاي پسته  در نمونه) پسته

  .بررسی قرار گرفتمورد  10محاسبه ضریب همبستگی
  

  نتایج و بحث
  هاي قارچی شناسایی جدایه

هاي پسته، بلحاظ شکل ظاهري، رنگ   کننده نمونه هاي آلوده قارچ
جدایه  30هاي میکروسکوپی مورد بررسی قرار گرفتند و پرگنه و ویژگی

ــدند   ــایی ش ــپرژیلوس شناس ــنس آس ــه ج ــق ب ــارچی متعل ــر . ق در زی
مشاهده گردید که در انتهـا بـه   میکروسکوپ کونیدیوفورهاي مستقیم 

اي از فیالیدهاي فلاسکی شکل ختم  یک وزیکول پوشیده شده با لایه
هاي تـک سـلولی وکـروي شـکل شـفاف یـا رنگـی،         شد وکنیدي می
 Vyzantiadis et(صورت زنجیر به استریگما متصـل شـده بودنـد     به

al., 2012( .هاي شناسایی شده به دو رنگ سبز مایل به زرد و جدایه 
  .سبزه تیره بودند
بـر روي پسـته   ) 1979(و همکاران  Mojtahediاي که  در مطالعه

ایران انجام دادند، فلور قارچ اصلی روي میوه پسته آسپرژیلوس معرفی 
هاي پسـته گـزارش    گونه آسپرژیلوس از میوه 13در این تحقیق، . شد

رحیمـی و همکـاران   . تعیـین گردیـد   A.nigerشدند که گونـه غالـب   
هـاي   هـاي پسـته بـاغ    جدایه قارچی از میـوه  230نیز بیش از ) 1386(

هـاي پسـته    نخالـه  اصفهان، کرمان و رفسـنجان، انبارهـا و همچنـین   
هاي مختلف بدست آوردند که بر اسـاس مطالعـات    ریخته شده در باغ

هـاي مختلـف آسـپرژیلوس     جدایه متعلق به گونه 170مورفولوژیکی، 
                                                             
6 Green viewer 
7 Gel Documentation 
8 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
9 National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) 
10Coefficient of Correlation 



  321...هاي مولد آفلاتوکسین در پسته بررسی حضور قارچ

هـاي پسـته    آوري شـده از بـاغ   مـع هـاي ج  در میان آسپرژیلوس. بودند
A.niger   ــس از آن ــی را داشـــت و پـ ــترین فراوانـ ، A.flavusبیشـ

A.ochraceus  وA.terreus قرار داشتند.  
  

 اي پلیمراز نتایج حاصل از واکنش زنجیره
بــا اســتفاده از جفــت آغــازگر اختصاصــی  PCRدرایــن مطالعــه، 

 ـ) Asp1/Asp2(شناسایی جنس آسپرژیلوس   18Sه جهت تکثیر ناحی
rRNA هـاي   هاي جداسازي شده از نمونه انجام شد و در تمامی جدایه

. جفــت بـاز مشــاهده گردیــد  363در حــدود  DNAپسـته یــک بانـد   
هاي مسیر بیوسنتز آفلاتوکسین توسط آغازگرهاي  همچنین ردیابی ژن

ver1/ver2 ،OMT-208/OMT-1232  وAPA-450/APA-1482 
نمونه  12جدایه قارچی،  30نتایج نشان داد که از میان  .صورت گرفت

 4و  omtAجفت باز، حاوي ژن  1024باتوجه به تولید قطعات با اندازه 
باشـند   مـی  ver1جفت بازي، حـاوي ژن   537نمونه با ایجاد باندهاي 

هـاي قـارچی ژن تنظیمـی     یک از جدایه که در هیچ ، درحالی)1شکل (
aflR طرفه قطعات  یابی یک بررسی نتایج توالیهمچنین . مشاهده نشد

هاي پایگاه اطلاعـاتی بانـک ژن    و مقایسه آن با داده PCRحاصل از 
DNAتشابه کامل این توالی را با ژن هدف نشان داد ،.  

هـاي   روي نمونـه ) 1388(در تحقیقی که توسط نجفی و همکاران 
ــا اســتفاده از ژن تنظیمــی مســیر بیوســنتز   پســته صــورت گرفــت، ب

هـاي   اختصاصی جهـت شناسـایی جدایـه    aflR( ،PCR(لاتوکسین آف
انجـام شـد کـه در     aflR-2و  aflR-1زا به کمک دو آغـازگر  توکسین

در حـدود   DNAهاي جداسازي شده از پسته یـک بانـد    تمامی جدایه

و  Rahimiهمچنین در مطالعه دیگري . جفت باز مشاهده گردید 798
هاي آسپرژیلوس  اسایی جدایهبه منظور بررسی و شن) 2008(همکاران 

هاي پسته از دو جفت آغازگر  فلاووس و پارازیتیکوس موجود در نمونه
-aflJ(و ) aflJ )aflR-F/aflR-Rو  aflRهاي تنظیمی  اختصاصی ژن

F/aflJ-R ( هـاي آسـپرژیلوس    کـه در تمـامی جدایـه    استفاده کردنـد
 جدایـه آسـپرژیلوس فـلاووس جداسـازي شـده از      33پارازیتیکوس و 

 629در حـدود   DNA، یک باند aflRپسته، با استفاده از جفت آغازگر 
، تنها aflJکه جفت آغازگر اختصاصی  حالی جفت باز مشاهده گردید، در

جفـت بـازي را    840جدایه آسپرژیلوس فلاووس، یـک قطعـه    39در 
 19هاي آسپرژیلوس فلاووس مورد بررسی،  از میان جدایه. تکثیر نمود

  . نتایج مثبتی را نشان دادند aflJو  aflRآغازگر جدایه با هر دو 
هاي سـاختمانی هسـتند کـه در مسـیر      ژن ver1و  omtAگرچه 

هاي کلیـدي بـراي    بیوسنتز آفلاتوکسین عمل نموده و در تولید آنزیم
، امـا مطالعـات   )Geisen, 1996(تولید آفلاتوکسین ضروري هسـتند  

آفلاتوکسـین یکســري ژن  نشـان داده اسـت کـه در مســیر بیوسـنتز     
هاي ساختاري تاثیر  وجود دارد که بر روي ژن aflRکننده مانند  تنظیم

در صـورت  . شـود  ها مـی  برداي در آن سازي نسخه گذارده و باعث فعال
ارمـی و  (ها قارچ قادر بـه تولیـد سـم نخواهـد بـود       عدم وجود این ژن

دهـد کـه    نتایج حاصل از این پژوهش نیز نشان می). 1390همکاران، 
ها یک یـا دو ژن سـاختاري دخیـل در مسـیر      هر چند بعضی از جدایه

ژن تنظیمـی   بیوسنتزآفلاتوکسین را دارند ولی با توجه به عدم حضـور 
aflRباشند آفلاتوکسین نمی ، بصورت بالقوه قادر به تولید.  

 هاي مولد آفلاتوکسین آغازگرهاي مخصوص شناسایی جنس آسپرژیلوس و ژن  - 1جدول 

  
  

  هاي مولد آفلاتوکسین اي پلیمراز جهت ردیابی ژن برنامه زمانی واکنش زنجیره  - 2جدول 
  تعداد سیکل  مدت زمان  )گرادسانتی(درجه حرارت   نام مرحله

  1  دقیقه 5  94  واسرشت اولیه
  35  ثانیه 30  94  1واسرشت سازي
  35  ثانیه 35  65  2اتصال پرایمرها

  35  ثانیه 40  72  سنتز قطعه مورد نظر
  1  دقیقه 10  72  نهاییگسترش 

                                                             
1 Denaturation 
2Annealing 
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  %1بر روي ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصولات  - 1شکل 

a1 و b1  نشانگر مولکولیbp 100،bp) a2 1024 (OmtA و ،b2 )bp 537 (ver1  
هاي هاي مولد آفلاتوکسین در نمونهبررسی میزان فراوانی ژن

  پسته خام
هـاي دخیـل در مسـیر تولیـد     در این مطالعه میـزان فراوانـی ژن  

هاي مختلـف شـمارش   در دامنه) aflRو  omtA ،ver1(آفلاتوکسین 
هاي مزوفیل و شـمارش کپـک و مخمرهـا مـورد     کلی میکروارگانیسم
 -cfu/gr( 5/4(شان داد در دامنه لگاریتمی نتایج ن. بررسی قرار گرفت

و  omtAهـاي  هـاي مزوفیـل، ژن  از شمارش کلـی میکروارگانیسـم   4
ver1 ــی برخــوردار مــی ــزان فراوان ). 2شــکل (باشــند از بیشــترین می

مشخص است، بیشـترین درصـد فراوانـی ژن    3همانطور که در شکل 
ــاي  ــاریتمی   ver1و  omtAهـ ــه لگـ از  cfu/gr( 5/3-2/3(در دامنـ

 .اندشمارش کپک و مخمرها واقع شده

  
  هاي مزوفیل هاي مولد آفلاتوکسین در دامنه شمارش کلی میکروارگانیسم فراوانی ژن - 2شکل 

  
  هاي مولد آفلاتوکسین در دامنه شمارش کپک و مخمر فراوانی ژن: 3شکل 
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و  omtAهاي  بررسی ارتباط بین حضور کپک آسپرژیلوس و ژن
ver1 اساس دامنه رطوبت در پسته خام بر  

منظور بررسی وجود رابطه احتمالی بین حضور کپک آسپرژیلوس ب
هاي پسته،  هاي مختلف رطوبت دانه در دامنه ver1و omtAهاي  و ژن

ضریب همبستگی بین حضور کپک . ضریب همبستگی محاسبه گردید
و  945/0ترتیـب   ، بـه ver1و  omtAهاي ساختاري  آسپرژیلوس با ژن

نتایج نشان داد که بـین حضـور کپـک    ). 4جدول (بدست آمد  961/0
بـت، رابطـه   اساس دامنه رطو بر omtAو  ver1هاي  آسپرژیلوس و ژن

مستقیمی وجود دارد، یعنی با افـزایش حضـور کپـک آسـپرژیلوس در     
یابـد   هاي مـذکور نیـز افـزایش مـی     هاي پسته، میزان حضور ژن نمونه

)05/0p<.(  
و  omtAهـاي   بررسی ارتباط بین حضور کپک آسـپرژیلوس و ژن 

ver1 براي نشـان   اساس دامنه شمارش کپک و مخمر در پسته خام بر
بـر  ver1و omtAهاي  بین حضور کپک آسپرژیلوس و ژندادن رابطه 
هاي مختلف شـمارش کپـک ومخمـر در پسـته، ضـریب       اساس دامنه

ــین حضــور کپــک . همبســتگی محاســبه شــد ضــریب همبســتگی ب
در دامنـه شـمارش    ver1و  omtAهـاي سـاختاري    آسپرژیلوس و ژن

نتـایج  . محاسـبه گردیـد   442/0و  312/0ترتیـب   کپک و مخمرها، به
هاي آماري نشـان داد کـه بـین حضـور کپـک آسـپرژیلوس و        سیبرر
  ).5جدول (رابطه معنی داري وجود ندارد  ver1و  omtAهاي  ژن

و  omtAهـاي   بررسی ارتباط بین حضور کپک آسـپرژیلوس و ژن 
ver1 هـاي مزوفیـل در    اساس دامنه شمارش کلـی میکروارگانیسـم   بر

هاي  جهت بررسی رابطه بین حضور کپک آسپرژیلوس و ژن پسته خام
omtA وver1   هـاي مزوفیـل    در دامنه شمارش کلـی میکروارگانیسـم

ضـریب  . هاي پسته، ضریب همبستگی محاسبه گردید موجود در نمونه
 ver1و  omtAهـاي   همبستگی بین حضور کپـک آسـپرژیلوس و ژن  

معنـی داري بـین   ارتبـاط  . محاسبه گردیـد  204/0و  454/0ترتیب  به
 مشاهده نگردیـد  omtAو  ver1هاي  حضور کپک آسپرژیلوس و ژن

  ).6جدول(
ها ممکن است طی مراحـل مختلـف رشـد     آلودگی قارچی در دانه

گیاه، زمان برداشت، حمل و نقل و نگهداري بروز نمایـد و در صـورت   
هـا و   وجود شرایط مناسب، منجر بـه رشـد و گسـترش قـارچ در دانـه     

). Khodavaisy et al. 2012(هـا شـود    ید مایکوتوکسـین متعاقبا تول
ها هستند کـه عمـدتا    ها از جمله مهمترین مایکوتوکسین آفلاتوکسین
هاي مختلف آسپرژیلوس بـویژه آسـپرژیلوس فـلاووس و     توسط گونه

). 1390رزاقـی و همکـاران،   (شوند  آسپرژیلوس پارازیتیکوس تولید می
حـالی اسـت، در  B2و  B1هاي آسپرژیلوس فلاووس مولد آفلاتوکسین

و B1 ،B2 ، G1آفلاتوکسـین   نـوع  4که آسپرژیلوس پارازیتیکوس هر 

G2   کنـد  را تولیـد مـی)Yu et al. 2004; Xu et al. 2000 .(  قـارچ
هـا،   آسپرژیلوس فلاووس با ایجاد اثرات نامطلوب بـر سـلامت انسـان   

جملـه  کننده محصـولات کشـاورزي از    ترین عامل آلوده بعنوان متداول
  . گردد بادام زمینی و پسته محسوب می

بـر روي  ) 2012(و همکاران  Khodavaisyدر تحقیقی که توسط 
ــه ــواع    نمون ــت، ان ــی و پســته خشــک صــورت گرف ــادام زمین هــاي ب

تـرین عوامـل آلـودگی شناسـایی شـدند،       عنوان شایعها به آسپرژیلوس
بالاترین میزان متوسـط آلـودگی را در مغزهـاي     A.flavusکه  بطوري

 cfu/gr 103× 29/0و  33/0 ×103ترتیـب بـا    پسته و بادام زمینی، بـه 
  . ایجاد کرد

هاي  وسیله فاکتورهاي مختلف نظیر ویژگیها به تولید آفلاتوکسین
هاي مولد، دما، رطوبت، ترکیب شـیمیایی مـاده غـذایی و     ژنتیکی قارچ

هـا و یـا    ید شده به وسیله سایر میکروارگانیسمعوامل ضد میکروبی تول
گیـرد   اي تحـت تـاثیر قـرار مـی     هاي رشـته  سوبستراهاي گیاهی قارچ

مغزهاي خوراکی از جمله پسته ممکن اسـت  ). 1380علامه و رزاقی، (
هـاي قـارچی    در حین برداشت، حمل و نقل و فـرآوري دچـار آلـودگی   

 ـ    نسـبی مناسـب،    تشوند، لذا در صورت وجـود شـرایط دمـایی و رطوب
فعالیت آبی مغز دانه افزایش یافته که منجر به رشد و گسترش قارچ و 

پـور و    تـوکلی (گردد  ها می ها از جمله آفلاتوکسین تولید مایکوتوکسین
توانـد دلیلـی بـر وجـود      اگرچـه حضـور قـارچ نمـی    ). 1391همکاران، 

مایکوتوکسین باشد، اما با رشد کپـک احتمـال وجـود مایکوتوکسـین     
در این پژوهش نیز نتـایج  ). 1389فراجی و همکاران، (یابد  فزایش میا

هاي آماري نشان داد که در دامنه شـمارش کپـک و مخمرهـا،     بررسی
و  omtAهـاي   داري بین حضور کپـک آسـپرژیلوس و ژن   ارتباط معنی

ver1  5جدول (وجود ندارد.(  
جـه  رد 30تـا   28ها بصورت بهینه در دماهـاي بـین    آفلاتوکسین

ها  که دما به دماي بهینه رشد قارچ شوند و هنگامی گراد تولید می انتیس
تولیـد آفلاتوکسـین کـاهش    ) گـراد  درجه سـانتی  37(شود  نزدیک می

درصـد و رطوبـت    85همچنین رطوبت نسبی هوا باید حداقل . یابد می
درصد باشد تا شرایط تولید آفلاتوکسین مهیـا گـردد    8دانه نیز حداقل 

و همکـاران گـزارش    Khodavaisy). 1390و همکاران،  رزاقی ابیانه(
هاي آسـپرژیلوس   زایی توسط قارچ اند که بیشترین احتمال پرگنه کرده

هاي بادام زمینی و پسته خشک، در رطوبـت نسـبی    فلاووس در نمونه
گردد و بین آلـودگی   گراد فراهم می  درجه سانتی 35درصد و دماي  55

با مقدار بالاي رطوبت، رابطه  A.flavusهاي مذکور توسط گونه  نمونه
  ). >05/0p(داري وجود دارد  معنی
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  اي پلیمراز واکنش زنجیرهگیري شده در پسته خام و نتایج  متغیرهاي اندازه - 3جدول 
  رطوبت  نمونه

 )درصد وزنی(
 هاي مزوفیل شمارش کلی میکروارگانیسم
log10 (cfu/gr)  

 شمارش کپک و مخمر
log10 (cfu/gr)  

aflR OmtA ver1 

1 24/1 623/2  255/2 - - - 
2  14/3 799/3 732/3 - + - 
3 138/3 690/2 113/2 - - - 
4 558/6 491/2 556/2 - - - 
5 578/3 716/3 041/3 - - - 
6 758/3 826/4 845/3 - + - 
7 336/4 929/3 230/3 - + + 
8 098/4 913/2 477/2 - - - 
9 439/3 544/3 755/2 - + - 
10 8/4 230/4 982/3 - + - 
11 8/3 924/2 556/2 - - - 
12 38/3 462/2 146/2 - - - 
13 479/2 113/3 954/2 - - - 
14 037/3 845/2 380/2 - - - 
15 577/2 826/3 698/3 - - - 
16 356/3 041/4 255/3 - + + 
17 596/3 954/4 602/3 - - - 
18 196/4 146/4 380/3 - + - 
19 836/3 556/2 322/2 - - - 
20 639/3 4 505/3 - - - 
21 996/3 041/4 633/2 - - - 
22 678/3 5 230/3 - + + 
23 307/4 322/3 903/2 - + - 
24 4 963/4 342/3 - + - 
25 867/2 880/3 832/3  - - - 
26 31/3 431/2 230/2 - - - 
27 672/3 4 934/3 - + + 
28 55/3 113/3 778/2 - - - 
29 415/3 176/2 041/2 - - - 
30 02/3 431/4 954/3 - + - 

  
  اساس دامنه رطوبت بر ver1و  omtAهاي  همبستگی بین حضور کپک آسپرژیلوس و ژن- 4جدول 

 دامنه رطوبت حضور آسپرژیلوس omtAحضور ژن  ver1حضور ژن 
0 0 034/0 1/2-1/1 
0 034/0 134/0 1/3-1/2 

1/0 267/0 567/0 1/4-1/3 

034/0 134/0 134/0 1/5-1/4 

0 0 0 1/6-1/5 

0 0 034/0 1/7-1/6 

ضریب     945/0  961/0
 کوواریانس  0216687/0 00821780/0همبست
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  اساس دامنه شمارش کپک و مخمر بر ver1و  omtAهاي  همبستگی بین حضور کپک آسپرژیلوس و ژن - 5جدول 
 دامنه شمارش کپک و مخمر حضور آسپرژیلوس omtAحضور ژن  ver1حضور ژن 

0 0 167/0 3/2-2 
0 0 167/0 6/2-3/2 

0 034/0 1/0 9/2-6/2 

0 034/0 1/0 2/3-9/2 

1/0 167/0 167/0 5/3-2/3 

0 034/0 134/0 8/3-5/3 

034/0  134/1  167/0  1/4-8/3  
  ضریب همبستگی    312/0  442/0

 کوواریانس  00065607/0 00053281/0

  
  هاي مزوفیل اساس دامنه شمارش کلی میکروارگانیسم بر ver1و  omtAهاي  همبستگی بین حضور کپک آسپرژیلوس و ژن - 6جدول 

 ها دامنه شمارش کلی میکروارگانیسم حضور آسپرژیلوس omtAحضور ژن  ver1حضور ژن 
0 0 134/0 5/2-2 
0 0 2/0 3 -5/2 

0 0 1/0 5/3-3 

034/0 1/0 2/0 4 -5/3 

067/0 167/0 2/0 5/4-4 

0 067/0 134/0 5 -5/4 

034/0  034/0  034/0  5/5-5  
  ضریب همبستگی    454/0  204/0

 کوواریانس  00180957/0 00033862/0

  

درك ارتباط این فاکتورهـاي محیطـی بـا بیوسـنتز آفلاتوکسـین      
عنوان یک امر مهم در تعیین نقش آفلاتوکسین در اکولـوژي قـارچ    به

هاي هدف بـراي   تواند به شناسایی مکان مولد سم ضروري است و می
). 1390رزاقـی و همکـاران،   (کنترل تولید آفلاتوکسـین کمـک کنـد    

ایط محیطی بر روي میـزان رشـد   چندین مطالعه در خصوص تاثیر شر
هاي دخیل در مسیر بیوسنتز آفلاتوکسین انجام شده  ها و بیان ژن قارچ

که تاثیر دو متغیر فعالیت آبی و دمـا بـر روي بیـان ایـن      است، بطوري
و  A.flavusها، میزان رشد و تولید آفلاتوکسـین توسـط دو گونـه     ژن

A.parasiticus    نشان داده شـده اسـت)Schmidt-Heydt et al., 
2010 and 2011 .(Abdel-Hadi  و همکاران)نیـز گـزارش   ) 2010

هاي بادام زمینـی در سـطوح مختلفـی از     کردند که طی نگهداري دانه
aw همبستگی مطلوبی بین بیان ژن ساختاري ،aflD )nor1 ( و تولید

ــین  ــود دارد    B1آفلاتوکس ــلاووس وج ــپرژیلوس ف ــارچ آس ــط ق توس
هفتـه اول   3-2در طـول   aflDبهینه بـراي بیـان ژن    awکه،  بطوري
گراد، برابـر   درجه سانتی 25هاي بادام زمینی در دماي  سازي دانه ذخیره

و همکـاران   Schmidt-Heydt ي در تحقیـق دیگـر  . باشد می 9/0با 

و رطوبت نسبی را بر روي بیان چند ژن دخیل در  pHاثر دما، ) 2008(
 ــ ــد گون ــی  بیوســنتز مایکوتوکســین چن ــته ژن ــارچی بانضــمام دس ه ق

. آفلاتوکسین در آسپرژیلوس پارازیتیکوس مـورد بررسـی قـرار دادنـد    
ها دریافتند کـه شـرایط استرسـی حدواسـط بـراي ایـن ارگانیسـم         آن

  .ترین وضعیت براي تولید مایکوتوکسین را بوجود می آورد  مطلوب
 هاي آماري، ، ارتباط منطقی و معنـی  در این پژوهش نتایج بررسی

بـر   ver1و  omtAهـاي   داري را میان حضور کپک آسپرژیلوس و ژن
امـا  ). >05/0p(هاي پسته خام نشان داد  اساس دامنه رطوبت در نمونه

و ترکیب شیمیایی دانه  pHبا توجه به اینکه عوامل دیگري مانند دما، 
هـاي   توانند در حضور کپک آسپرژیلوس و همچنین بیـان ژن  پسته می

موثر باشند، لذا باید ارتباط این عوامل نیز بـا میـزان    مولد آفلاتوکسین
هاي دخیل در مسیر تولید آفلاتوکسین  حضور کپک آسپرژیلوس و ژن

  .بررسی شود
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1 
Introduction:Pistachio nut is one of the popular tree nuts. Among the different species of the genus 

Pistacia, only the fruits of Pistacia vera attain optimal size to be acceptable to consumers as edible nuts. 
Contamination of pistachio by Aspergillus species and their mycotoxins is the most important problem for 
consumption and export of this product. Aflatoxins are potent toxic, carcinogenic and mutagenic secondary 
metabolites primarily produced by two fungal species, Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus. 
Aspergillus flavus produces AFB1 and AFB2, while Aspergillus parasiticus produces AFB1, AFB2, AFG1 and 
AFG2. Among four main groups of aflatoxins, AFB1 is the most potent carcinogenic compound. Therefore, 
identification of toxigenic fungi is necessary for evaluating the foods quality and the presence of mycotoxins. 
The current methods being used for assessing fungi presence in foods based on cultivation methods and 
microscopic characteristics are time-consuming and labor-intensive. Recently, molecular techniques such as 
polymerase chain reaction (PCR) due to high sensitivity, specificity and rapidity has been introduced as powerful 
tools for detecting toxigenic fungi. Many genes involved in the biosynthesis of these mycotoxins have been 
identified and their DNA sequences have been published. PCR methods can be used to detect of aflatoxigenic 
Aspergilli based on structural genes (nor1, ver1 and omtA) encoding key enzymes in aflatoxin biosynthesis 
pathway and the regulatory gene aflR.  

Materials and method: Pistachio samples were collected from different cultivation regions of two towns 
including Gonabad and Feyzabad. Samples were packed in sterile plastic bags and immediately transferred to the 
laboratory. The moisture content of samples was determined using thermal method and drying in at 95-100°C. 
Among fungal isolates 30 Aspergillus genus were detected and purified by cultural-based methods using PDA 
(potato dextrose agar) medium. Colonies of the fungus were transferred to PDB (potato dextrose broth) medium 
and incubated for 5 days at 28°C with shaking at 150 rpm. The mycelium was frozen in liquid nitrogen and 
ground to a powder for later DNA isolation. DNA was extracted with CTAB (cetyl trimethyl ammonium 
bromide) extraction buffer, then was purified with organic solvents such as chloroform/isoamyl alcohol and 
finaly was precipitated by isopropanol. Aspergillus genus were detected using polymerase chain reaction by 
specific primer pair Asp1/Asp2 for amplification of 18S rRNA region. Furthermore, aflatoxigenic genes were 
detected by three sets of primers (APA-450/APA-1482, ver1/ver2 and OMT-208/OMT-1232). PCR was 
performed in a volume of 25 µl containing 0.5 µl of each primer, 12.5 µl of Taq DNA polymerase master mix 
red, 10.5 µl of sterile distilled water and 1 µl of genomic DNA as template. A PCR consisted of an initial 
denaturing step of 5 min at 94°C followed by 35 cycles (30 s at 94°C, 35 s at 65°C and 40 s at 72°C) finished by 
a final extension step at 72°C for 10 min. The PCR products were analyzed by electrophoresis on a 1% agarose 
gel in TBE.  

Results and Discussion: Among fungal isolates 30 Aspergillus genus were detected using microscopic 
characterstics and colony color. Under the microscope, conidia were one-celled, spherical, hyaline or pigmented 
and they formed long chains. 12 and 4 out of 30 samples had omtA and ver1 genes respectively. No observation 
was found for aflR regulatory gene in the fungal isolates. The results showed that although some isolates had one 
or two structural genes in the aflatoxin biosynthetic pathway, they could not produce aflatoxin due to not having 
any aflR gene. Coefficient of correlation was calculated to find the relationship between the existence of 
Aspergillus molds and aflatoxigenic genes in pistachio. The statistical results indicated that there is a significant 
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correlation between the enumeration of Aspergillus molds and the existence of genes (omtA and ver1) in 
different moisture domains (p< 0.05) while no significant correlation was identified between the enumeration of 
Aspergillus molds and the existence of genes in different domains of enumeration of mesophilic bacteria, yeasts 
and molds. Contamination of nut seeds by fungi occurs during growth, harvesting, transport and storage. The 
production of aflatoxin is affected by different factors, such as genetic properties of the producing fungi, 
temperature, moisture content, the chemical composition of food and antimicrobial agents produced by other 
microorganisms. Water stress and temperature are the most relevant environmental factors which influence 
fungal growth and mycotoxin production. Other studies showed that there was a good correlation between the 
expression of an early structural gene (aflD) and aflatoxin B1 production in peanut seeds. Also previous studies 
have shown that there was a significant relationship between A.flavus contamination in the peanuts and pistachio 
with high humidity (p< 0.05). Since other factors such as temperature, pH and chemical composition of pistachio 
can affect the existence of Aspergillus molds and expression of aflatoxigenic genes, the influence of these factors 
on existence of Aspergillus molds and genes involved in aflatoxin biosynthesis pathway need to be investigated. 
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